Development and pharmacological evaluation of positron emitted-ligands for imaging of benzodiazepine receptors at in vivo by 前田 純
Development and pharmacological evaluation of
positron emitted-ligands for imaging of
benzodiazepine receptors at in vivo
学位名 博士（薬学）
学位授与機関 星薬科大学
学位授与年度 2004年度
学位授与番号 32676乙第146号
URL http://id.nii.ac.jp/1240/00000332/
氏名（本籍）前田　純　　　（千葉県）
学位の種類博士（薬学）
学位記番号乙第146号学位授与年月日　平成17年3月15日
学位授与の要件　学位規則第4条第2項該当者
学位論文の題名　Development　and　pharmacological　evaluation　of　positron　emitted－
　　　　　　　　ligands貴）r　imaging　of　benzodiazepine　receptors　at㌘ル初o
論文審査委員　主査　　教授　 鈴木　　勉　　　　　　　　副査　教授　中澤裕之　　　　　　　　副査　教授　吉田　正
論文内容の要旨
1．　緒言
　ポジトロン断層撮像法（PET）は体内投与された放射性のポジトロン標識リガ
ンドの動態を断層カメラで画像化し，その動態および分布により疾患の診断を
行う方法である．主要なポジトロン放出元素は11C，13N，150および18Fなどであ
るため，様々な生理活性物質，神経伝達物質受容体リガンドおよび医薬品な
どへの応用が可能であり，新たなポジトロン標識リガンドの開発および研究は
PET研究の中核的な課題である．ベンゾジアゼピン受容体は不安，てんかん，
不眠などの精神神経疾患の治療に欠かせない薬物標的であり，PET用リガン
ドの中で古くから開発の対象となっている．ベンゾジアゼピン受容体は中枢性ベ
ンゾジアゼピン受容体および末梢性ベンゾジアゼピン受容体の2つに分類され，
それぞれに特異的なPETリガンド［11C］flumazenil（構造式②）および
［］IC］PKIII95（構造式④）が開発されている．中枢性ベンゾジアゼピン受容体
はGABAA／ベンゾジアゼピン受容体の結合部位であり，主にα，βおよびγサブユ
ニットの5量体によって形成されている．特にαサブユニットはα1からα6の6種
類のサブユニットが存在しており，［llC］flumazenilは6種類のサブユニットに対
し均一な親和性を示す．近年の遺伝子改変マウスによる研究からベンゾジアゼ
ピンの多様な薬理作用は異なるαサブユニットを介して発現することが示唆され
ている．したがって，GABAA／ベンゾジアゼピン受容体機能の解明のためサブユニ
ット特異的なPET用リガンドの開発が待たれている．一方，末梢性ベンゾジアゼ
ピン受容体はGABAA／ベンゾジアゼピン受容体とは異なる結合部位であり，ミト
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コンドリア膜上に受容体が豊富に存在している．脳内における末梢性ベンゾジ
ァゼピン受容体の密度は少ないものの，グリア細胞に局在することが示唆されて
おり，グリア細胞のマーカーとして近年注目されている．現在臨床PETで繁用さ
れている［11C］PKIII95は脳への移行性が非常に悪く，特異的結合に由来す
るシグナル量が少ないため，新たなPET用リガンドの開発が待たれている．本研
究ではベンゾジアゼピン受容体の新たなPET用リガンド開発を目的に，それぞ
れ中枢性および末梢性ベンゾジアゼピン受容体に親和性を示す
［1℃］Rol5－4513（構造式①）および［IIC］DAAIIO6（構造式③）のinvivo受容
体リガンドとしての薬理学的特徴について検討を行った．また，DAAIIO6にっ
いては将来的な他施設輸送等を考慮し，約　2時間と比較的半減期の長い
［18F］fluoro－ethyl－DAAIIO6（構造式⑤）および［18F］fluoro－methyl
－DAAIIO6（構造式⑥）の合成および動物への評価についても実施した．
2．実験方法
　実験にはddY系雄性マウス，Sprague－Dawley系雄性ラットおよびrhesus
monkey（アカゲザル）を用いた．∫ηvi〃oオートラジオグラフィー法は凍結組織裁
断機にて作成した20μm脳切片をスライドグラスに貼付して実験に使用した．各
スライドグラスは［llC］標識リガンドを溶解したTris一塩酸緩衝液（pH＝7．4）に60
分間浸した．60分後スライドグラスを氷冷したTris一塩酸緩衝液で洗浄し，温風
で乾燥させた．乾燥した脳切片はイメージングプレートに90分間密着感光させ，
BAS－1800にてオートラジオグラムを作成して各関心領域の放射能濃度を算出
した．Ex川voオートラジオグラフィー法はラットの尾静脈よりポジトロン標識リガン
ドを投与して30分後に脳を摘出した．摘出した脳を粉末状のドライアイスにより
速やかに凍結させ，凍結組織裁断機にて40μmの切片を作成してゴ〃v〃roオ
ー トラジオグラフィー法と同様に関心領域内の放射能濃度を算出した．アカゲ
ザルのPETスキャンは浜松ホトニクス社製の動物用PETカメラSHR7700を用い，
スキャンはketamine麻酔下（10mg／kg／hr）座位の状態で頭部スキャンを施行し
た．頭部の吸収線量補正のため，68Ge－68Ga線源を120分間ガントリー周囲で
回転させてブランクスキャンとし，次に頭部を検出器径内に入れた状態で同様
の操作を30分間行い透過線量スキャンとして両スキャンの比により吸収線量補
正を行った．各PETリガンドは脛部の伏在静脈から処置を行い経時的に頭部
の放射能を計測した．放射線量は核種の半減期で減衰補正を行い，Colsher
4mmのフィルターで画像再構成を行ってPET断層像を得た．各PET断層像
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の各脳領域に3ないし4mmの円形の関心領域を設定して時間一放射能曲線
を求めた．この曲線をもとに各種パラメーター解析を行った．また，必要に応じて
脛部の伏在動脈より動脈血採血を行い血漿中放射能濃度の測定し，4－5点
の未変化体／代謝物量の比により代謝物補正を行った．
3．［llC］Rol5－4513の結合機序の解明
　アカゲザルにおいて［llC］Rol5－4513は前部帯状回皮質，島皮質および海
馬に高い集積を認めた．この集積はflumazenil（0．lmg／kg，」，v．）を前処置する
ことによって完全に抑制され，［11C］Rol5－4513の各部位への集積はベンゾジア
ゼピン受容体への結合に由来することが確認できた．一方，［11C］flumazenilの
集積は後頭葉皮質に最も高く集積することから［llC］Rol5－4513は
［11C］flumazenilとは異なる機序で結合することが考えられた．1頭のアカゲザル
について，［UC］Rol5－4513の比放射能を変えてスキャンを施行して飽和曲線
を求めたところ，前部帯状回皮質などの高い集積が認められた複数の領域で
高親和性および低親和性の2っの結合部位が確認された．しかしながら，後頭
葉皮質および小脳においては低親和性結合部位のみ確認された．
［llC］Ro15－4513結合はα1－3サブユニットに選択的なzolpidem（10mg／kg，
τ．v．）を処置したところ，後頭葉皮質および小脳においてほぼ完全に抑制された
ものの，他の高親和性結合が多く認められた領域では3－4割の減少にとどまっ
た．この［llC］Rol5－4513高親和性結合部位はzolpidem非感受性のα4－6サ
ブユニット由来するものと推察された．また，α4，6サブユニットに非結合性の
diazepam（5．Omg／kg，τ．v．）を処置したところ，［11C］Rol5－4513の結合は全領
域で抑制された．これらの結果から，［llC］Rol5－4513のiηv九〇結合は高親和
性結合部位に依存しており，この高親和性結合はα5サブユニットに由来するも
のと判断した．
4．［11C］DAAIIO6の標識合成と有用性の検討
　［11C］DAAllO6はデスメチル前駆体であるDAAII23に［IIC］CH31を反応す
ることにより高収量で得ることができた．また，マウスに投与したところ肺，副腎，
心臓および腎臓で高い集積が認められ脳への集積は比較的低かった．また，
マウスおよびラットの脳内では嗅球に最も集積が高く，脳領域間においてのex
vivoおよびin　vitroの結合は有意に相関していた．また，血中では未変化濃
度が速やかに減少していたが，マウスの脳内では代謝物の存在は確認されなか
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った．このことから［1℃］DAAIIO6の脳内集積は未変化体に由来することが確
認できた．カイニン酸による海馬神経損傷モデルにおいて，損傷1週間後に
［llC］DAAIIO6の総結合は2倍と有意に増加した．アカゲザルにおいて
［llC］DAAIIO6は持続的な集積が確認され，トレーサー処置30分後の後頭葉
皮質における放射能濃度は　［1｜C］PKIII95と比べ4倍高かった．
［llC］DAAIIO6の集積はDAAllO6（1．Omg／kg，　i．v．）もしくは
PKIII95（5．Omg／kg，ゴ．v．）を処置することにより約80％抑制された．これらの結
果から［llC］DAAllO6は脳内の末梢性ベンゾジアゼピン受容体に由来する特
異的なシグナルを得ることができ，この結合はグリア細胞に由来することが示唆さ
れた．
5．［18F］fluoro－methyl－DAAIIO6および［18F］fluoro－ethyl－DAAIIO6の標識
　　合成と有用性の評価
　［18F］fluoro－methyl－DAAllO6および［18F］fluoro－ethyl－DAAllO6の標識
合成は［18F］FCH21および［18F］FCH2CH2Brを中間体とした2段階の合成により
行った．小脳における［llC］DAAIIO6結合に対するfluoro－methyl－DAAIIO6
およびfluoro－ethyl－DAAllO6の阻害係数をオートラジオグラフィー法で算出し
たところ，DAA1106とほぼ同等の親和性を維持していた．また，中枢性ベンゾジ
アゼピン受容体に対する結合は全く認められなかった．アカゲザルにおいて
［18F］fluoro－ethyl－DAAllO6は［llC］DAAIIO6より1．5倍高い集積量を示した
この集積はDAAIIO6（1．Omg／kg，”．）もしくはPKIII95（5．Omg／kg，　i．v．）を処
置することにより抑制された．これらの結果から［18F］fluoro－ethyl－DAAIIO6は
［11C］DAAI106と同様な性質を維持しており，末梢性ベンゾジアゼピン受容体
のPET標識リガンドとして有用と考えられた．一方
［18F］fluoro－methyl－DAAIIO6は［llC］DAA1106と同程度の集積が認められた
ものの，血中において脱離した［18F］Fイオンが確認され，頭蓋骨に高い集積が
確認された．こうした理由から［18F］fluoro－methyl－DAAllO6は脳内の末梢性
ベンゾジアゼピン受容体の測定には適当でないと判断した．
6．結論
　中枢性および末梢性ベンゾジアゼピン受容体のポジトロン標識リガンドについ
て以下の結論を得た．
1）［llC］Rol5－4513は親和性の異なる2つの結合部位が存在しており，高親和
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性結合はGABAA／ベンゾジアゼピン受容体のα5サブユニットに由来することが
明らかとなった．α5サブユニットはアルコール依存症，ベンゾジアゼピン系薬物
による先行性健忘および耐性に関与していると考えられており，薬物依存症や
認知機能の解明に有用なツールであると考えられた．
2）［llC］DAAIIO6は中枢における末梢性ベンゾジアゼピン受容体の画像化に
極めて有用であり，従来のPET標識リガンドの脳移行性の低さを克服した．また，
神経損傷により［llqDAAIIO6の結合量が増加することからグリア細胞に由来
する結合であることが示唆された．
3）［18F］Fluoro－ethyl－DAAIIO6は［11C］DAAIIO6と同様の性質を維持しており，
問題となる代謝物の存在も確認されなかった．［18F］標識リガンドは半減期が約
2時間と長く，他施設への輸送が可能であることから，合成施設を持たない病
院等でも本トレーサーのPET検査が可能であると考えられる．末梢性ベンゾジァ
ゼピン受容体はアルツハイマー病において受容体量が増加することが知られて
いる．このことから，将来的に［11C］DAAIIO6および［18F］fluoro
－ethyl－DAAIIO6のPETを利用した客観的かつ早期的なアルツハイマー病の
画像診断への応用が期待される．
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メ性ベンゾジアゼピン菖六　PETリガンド
　　　　　　　　　　　　　　　　　O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O
構造式①　　　　　　　　　　　　　　　構造式②
8－A・id・－5，6－dihyd・・－5－［IC｝m・thyl－6－・x・－8－Fln・r・－5・6－dihyd・・－5－［IC］一…・thy！－6－・x・－
4H－imidazo［1，5－a］［1，4］benzodiazepine－　　　4H－lmldazo［1・5－a］［1・4］benzodlazeplne－
3－ca・b・xyli・a・id・thy1・・t・・；　　　　3－ca・b・xylic　acid・thyl・・t・・；
111CIRol5－4513　　　　　　　　　　　　　　PICIRo15－1788（flumazeni1）
　　　　　　　　w性ベンゾジアゼピン亘六　PETリガンド
　　　　　　ノ。・11CH3　　　　　　CH・
　　　　　　　　b　　　し
構造式③　　　　　　　　　　　　　　　構造式④
N－（5－fluoro－2－phenoxyphenyl）－　　　　　　　　1－（2－Chlorophenyl）－N－IIC］－methyl－
N－（2｛11C］－methoxy－5－methoxybenzyl）　　　　N－（1－methylpropyl）－3－
acetamide；　　　　　　　　　　　　　　　　　　isoquinolinecarboxamide；
【11CIDAA1106　　　　　　　　　　　　　　　【11qPK11195
　　　　　　　　°Y－CH・　°Y　CH・
l　　　　　　　　　　　　　lAノノ　　OCH　CH　18F　　　／O　OCH　18F　0　　　　　　2　2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2
構造式⑤　　　　　　　　　　　　　　　構造式⑥
N－（5－fluoro－2－phenoxyphenyl）－　　　　　　　N－（5－fluoro－2－phenoxyphenyl）－
N－（2－（2－［8F］fluoroethoxy）－　　　　　　　　　　N－（2－［18F］fluoromethoxy）－
5－methoxybenzyl）acetamide；　　　　　　　　　5－methoxybenzyl）acetamide；
118FIFIuoro－ethyl－1）AA1106　　　　　　　　　【18FIFluoro－methyl－DAAllo6
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論文審査の結果の要旨
　ポジトロン断層撮像法（PET）は放射性ポジトロン標識リガンドの動態を断層
カメラで画像化し、その動態および分布により疾患を診断する方法であり，最
近臨床においてPETの導入が進んでいる。　PET診断の更なる展開のためには、
新たなポジトロン標識リガンドの開発・研究が必須である。本論文で注目して
いるベンゾジアゼピン（BZP）受容体は不安、てんかん、不眠などの精神神経疾
患の治療に欠かせない薬物標的である。BZP受容体は中枢性および末梢性BZP
受容体に分類され、それぞれに特異的なPETリガンド［lIC］numazenilおよび［11q
PK　11195が開発されている。中枢性BZP受容体はGABAA／BZP受容体複合体
を形成しており、主にα、βおよびγサブユニットの5量体から成っている。特
にαサブユニットはα1からα6の6種類のサブユニットが存在しており、［llC］
numazenilは6種類のサブユニットに対して均一な親和性を示す。近年BZP系
i薬物の多様な薬理作用は異なるαサブユニットを介して発現することが示唆さ
れている。したがって、GABAA／BZP受容体機能の解明のためにはサブユニット
特異的なPET用リガンドの開発が切望されている。一方、末梢性BZP受容体
はミトコンドリア膜上に豊富に存在し、脳内分布は少ないものの、グリア細胞
に局在していることから、グリア細胞のマーカーとして注目されている。現在
臨床でPET用リガンドとして繁用されている［llC］PKlll95は脳への移行性が非
常に悪く、シグナル量が少ないため、新たなPET用リガンドの開発が待たれて
いる。このような背景から、本論文ではBZP受容体の新たなPET用リガンド
の開発を目的に、それぞれ中枢性および末梢性BZP受容体に親和性を示す［llC］
Ro15－4513および［11qDAAllO6のin　vivo受容体リガンドとしての薬理学的特
徴を検討している。また、DAAI106については比較的半減期の長い［18F］nuoro－
ethyl－DAA　I　106および［18F］nuoro－methyl－DAA　1106の合成およびその評価を行な
い、以下のような結果を得ている。
　アカゲザルにおいて［11C］Ro　15－4513は前部帯状回皮質，島皮質および海馬に
高い集積を示し、この集積がflumazenilの前処置によって完全に抑制されたこ
とから、［11C］Rol5－4513の集積はBZP受容体への結合に由来することを確認して
いる。一方、［llqflumazenilの集積は後頭葉皮質で最も高いことから、IHC］Ro15－
4513とは異なる機序で結合することを示唆している。また、前部帯状回皮質な
どにおける［11C］Ro　15－4513の高い集積が認められた複数の領域では高親和性お
よび低親和性の2つの結合部位、後頭葉皮質および小脳では低親和性結合部位の
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みを確認している。［11C］Ro　l　5－4513結合はα1－3サブユニットに選択的なzolpidem
の処置により、後頭葉皮質および小脳においてほぼ完全に抑制されたものの、他
の高親和性結合が多く認められた領域では3－4割の減少であり、この高親和性結
合部位はzolpidem非感受性のα4－6サブユニットに由来することを示唆してい
る。また、α4，6サブユニットに非結合性のdiazepamは［11C］Ro　l　5－4513の結合
を全領域で抑制している、これらの結果から，［BC］Ro　15－4513の」ηWo結合は高
親和性結合部位に依存しており，この高親和性結合はα5サブユニットに由来
することを明らかにしている。
　［11C］DAA1106はデスメチル前駆体であるDAAIl23に［1℃］CH31を反応させ
ることにより高収率で得ている。また、ex　vivoおよびin　vitro結合実験から［11q
DAA　1106の脳内集積は未変化体に由来することを示している。さらに、カイニ
ン酸による海馬神経損傷モデルにおいて、［11C］DAAllO6の総結合が有意に増加す
ることを見出している。アカゲザルにおける［11C］DAA1106の持続的な集積は
［11C］PKIll95に比べ約4倍高く、この集積はDAAllO6もしくはPKll195の処
置により約80％抑制されている。これらの結果から［llC］DAAllO6は脳内の末
梢性BZP受容体に由来する特異的なシグナルを示し、この結合がグリア細胞に
由来することを示唆している。
　［18F］nuoro－methyl－DAA　I　106および［18F］nuoro－ethyl－DAA　l　lO6の標識合成は［18F］
FCH21および［18F］FCH2CH2Brを中間体とした2段階の合成により行っている。ま
た、fluoro－methyl．DAA　I　106およびfluoro－ethyl－DAA　I　106はDAA　1106とほぼ同
等の親和性を維持し、中枢性BZP受容体に対する結合は全く示さないことを明
らかにしている。アカゲザルにおいて［18F］fluoro－ethyl－DAA　I　106は［11C］DAAIlO6
より1．5倍高い集積量を示し、DAAIlO6　もしくはPKIIl95　により抑制され
る。これらの結果から［18F］刊uoro－ethyl－DAAllO6は［11C］DAAllO6と同様な性質
を維持しており、末梢性BZP受容体のPET標識リガンドとして有用であるこ
とを示している。
　これらの結果は［BC］Ro15－4513の高親和性結合がGABAA侶ZP受容体のα5サ
ブユニットに由来しており、薬物依存症や認知機能の解明に有用なPET標識リ
ガンドとなることが期待できる。さらに、［11C］DAAIIO6は中枢における末梢性
BZP受容体の画像化に極めて有用であり，グリア細胞に由来する結合と考えら
れるが、集積｜生等に問題がある。しかし、本論文で合成した［18F］fluoro－ethyl－
DAA1106は［11C］DAAIIO6と同様の性質を維持し、問題となる代謝物はなく、半
減期も約2時間と長いことから、合成施設を持たない病院等でも本トレーサーの
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PET検査が可能となり、今後この分野に対する貢献は大きいと考えられる。さら
に、末梢性BZP受容体がアルツハイマー病において増加することから、将来的
に［18F］fluoro－ethy1－DAA　1106のPETを利用した客観的かつ早期的なアルッハイ
マー病の画像診断にも応用ができるものと期待できる。また、本論文は英文で
正確に記載されている。したがって、本論文は博士論文に値し、博士（薬学）の
学位を授与するに相応しいと判断する。
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